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Utaretulehdus on lypsylehmien yleisin ja taloudellisesti merkittävin sairaus ympäri maailman (Halasa 
ym. 2007). Utaretulehdusten tunnistamisen ”gold standardina” pidetään edelleen neljänneskohtaisten 
maitonäytteiden bakteriologista mikrobiviljelyä elatusainemaljalle (National Mastitis Council, 2004). 
Mikrobit eivät kuitenkaan aina syystä tai toisesta lähde kasvamaan maljalla, vaikka maitonäyte olisi 
otettu kliinisesti sairaalta lehmältä. Tällaiset negatiiviset tulokset ovat turhauttavia tuottajille, 
hoitavalle eläinlääkärille sekä testin tehneelle laboratoriolle. Viljelymenetelmä on myös aikaa vievä 
ja aiheuttajabakteerin tunnistukseen voi mennä aikaa jopa viikko. 
PCR-menetelmä on osoittautunut lupaavaksi utaretulehdusdiagnostiikassa. Semikvantitatiivinen 
PCR-testi kykenee tunnistamaan useita eri kohdebakteereja suoraan maidosta, ilman bakteriologista 
viljelyä. Testin tekeminen on nopeaa verrattuna viljelyyn ja testituloksen saa jopa samana päivänä. 
Lehmän mahdollinen lääkehoito saadaan aloitettua viipymättä ja hoito kohdennettua juuri oikeaan 
taudinaiheuttajaan. PCR-menetelmällä voidaan tutkia myös tuotosseurantamaitonäytteitä sellaisten 
taudinaiheuttajien osalta, joiden esiintyminen maidossa ei ole toivottavaa. 
PCR-testin käytössä on havaittu muutamia seikkoja, jotka voivat hankaloittaa testin tulkintaa. Koska 
testi tunnistaa vain DNA:ta, ei voida tietää onko havaittu DNA peräisin alun perin elävästä vai 
kuolleesta taudinaiheuttajasta. Ympäristöstä maitonäytteeseen tulleet kontaminanttimikrobit voivat 
myös antaa positiivisen tuloksen. Hyvän ja puhtaan maitonäytteen ottaminen onkin luotettavan 
diagnostiikan perusta. 
Tämän lisensiaattityön kautta perehdyin PCR-menetelmään ja sen käyttöön naudan 
utaretulehdusdiagnostiikassa. Kirjallisuuskatsauksessa käsitellään utaretulehdusta ja vertaillaan sen 
diagnostiikassa käytettävää viljelyä sekä PCR-menetelmää. Lisäksi siinä kerrotaan PCR-menetelmän 
perusperiaatteet sekä käydään läpi markkinoilla olevia utaretulehdusbakteerien tunnistuspaneeleja. 
Tutkimusosassa vertaillaan kahden eri laboratorion samoista maitonäytteistä saamia PCR-tuloksia. 
Tuloksia vertaillaan löytyneiden bakteerilajien määrän, positiivisten tulosten ja saatujen Ct-arvojen 
perusteella. Yleisimpien taudinaiheuttajien (Staphylococcus spp. ja Staphylococcus aureus) osalta 
vertailu on tehty erikseen. Näytteiden analysointiin käytettiin PathoProof™ Mastitis PCR Assay -
sovellusta. Näytteitä oli yhteensä 294 ja ne tutkittiin Valio Oy:n sekä Thermo Fisher Scientific Oy:n 




2  KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Utaretulehdus  
 
Utaretulehdus eli mastiitti on lypsylehmien yleisin ja taloudellisesti merkittävin sairaus ympäri 
maailman (Halasa ym. 2007). Utaretulehduksessa joko yksi tai useampi utarelohko eli neljännes on 
tulehtunut. Lähes aina tulehduksen taustalla on jokin mikrobi. Utaretulehduksen syntymekanismiin 
vaikuttavat sekä taudinaiheuttajan ominaisuudet että lehmän ominaisuudet, kuten ikä, rotu, 
terveydentila ja tuotoskauden vaihe. Utaretulehdukset aiheuttavat vuosittain suuria taloudellisia 
tappioita maidontuottajille. Heikkilän ym. (2010) tutkimuksessa utaretulehduksista aiheutuvat 
kustannukset sadan eläimen karjassa voivat olla jopa 21 000 – 25 000 euroa vuodessa. Tappiot 
koostuvat hoitokustannuksista, lisätyöstä, tuotosmenetyksistä sekä ennenaikaisista eläinten 
poistoista. Utaretulehdus on yleisin lypsylehmän poistosyy Suomessa (Heikkilä ym. 2010).  
 
Utaretulehdukset voidaan jakaa kahteen pääryhmään, kliinisiin ja piileviin tulehduksiin. Kliinisessä 
utaretulehduksessa eläimellä on yleisoireita kuten kuumetta, ruokahaluttomuutta, turvotusta ja kipua 
tulehtuneissa utareneljänneksissä sekä muutoksia maidossa (vetisyys, kokkareet). Piilevässä 
utaretulehduksessa eläimellä ei ole yleisoireita, mutta maitoon tulee muutoksia kuten somaattisten 
solujen nousua. Se heikentää maidon laatua (Pyörälä & Tiihonen 2005).  Jopa kaksi kolmasosaa 
utaretulehduksista aiheutuvista tappioista johtuu piilevistä utaretulehduksista (Heikkilä ym. 2010).    
 
Piilevä utaretulehdus on todettavissa muun muassa solutestillä (esim. Californian Mastitis Test, 
CMT). Se on yleisin käytössä oleva epäspesifinen testi, joka kertoo maidon somaattisten solujen 
määrästä eli solupitoisuudesta. Normaalin terveen lehmän maidon solupitoisuuden rajana pidetään 
100 000 solua/ml. Tulehduksen aikana soluluku kasvaa ja voi pahasti tulehtuneissa neljänneksissä 
nousta jopa kymmeniin miljooniin soluihin/ml maitoa (Schukken ym. 2003). CMT-testiä tehtäessä 
saman verran maitoa ja väriainetta sekoitetaan. Väriaine reagoi maidossa olevien somaattisten solujen 
DNA:n kanssa. Mitä sakeampi hyytelö seoksesta muodostuu, sitä enemmän soluja maidossa on. CMT 
on halpa testi, jonka voi tehdä lehmän vieressä ja tulos on luettavissa heti (Sargeant ym. 2001).  Se 
on suhteellisen luotettava tapa havaita piilevät utaretulehdukset mahdollisia jatkotutkimuksia varten 
(Mahmmod ym. 2013). Tanskalaisten selvitysten mukaan testi ei kuitenkaan ole luotettava 
esimerkiksi Streptococcus agalactiae -tartunnan havaitsemiseen, koska bakteeria on löydetty 
neljänneksistä, joissa CMT arvo on 1 (Kulkas 2013).  
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Utaretulehduksen aiheuttajamikrobeja on löydetty yli 150 eri lajia. Näistä osa on tarttuvia, osa 
ympäristöperäisiä. Vain muutamien lajien kuten Staphylococcus (S.) aureus, Escherichia (E.) coli, 
Streptococcus (Str.) agalactiae, Str. uberis ja Str. dysgalactiae sekä koagulaasinegatiiviset 
stafylokokit (KNS) on todettu olevan useimmin mukana aiheuttamassa utaretulehduksia (Shome ym. 
2011). 
 
Suomessa yleisimpiä utaretulehduksen aiheuttajia ovat gram-positiiviset bakteerit kuten S. aureus, 
KNS sekä streptokokit (Pyörälä & Tiihonen 2005, Vakkamäki ym. 2014). Monissa maissa S. aureus 
on merkittävin kliinisen utaretulehduksen aiheuttaja. Lisäksi KNS:sta on tullut yleisin piilevien 
utaretulehdusten aiheuttaja (Pitkälä ym. 2004, Shome ym. 2011). KNS:t kuuluvat ihon 
normaalibakteerikantaan ja ne aiheuttavat helposti utareen tulehduksen opportunistisena 
taudinaiheuttajana (Spittel & Hoedemaker 2012). S. aureus, Str. agalactiae ja Mycoplasma (M.) bovis 
ovat lehmästä toiseen tarttuvia utaretulehduksen aiheuttajia ja niiden on todettu voivan aiheuttaa 
kroonista utaretulehdusta (Murai ym. 2014). Pyörälän ja Tiihosen (2005) mukaan utaretulehdus 
voidaan luokitella krooniseksi, kun sama neljännes on ollut tulehtunut samalla kaudella kaksi kertaa 
tai kun tulehdus on kestänyt läpi ummessa oloajan. Utaretulehdus kroonistuu usein ja sen vuoksi 
kliinisten tapausten nopea havaitseminen on tärkeää (Riffon ym. 2001).  
 
Utaretulehdukset tulisi havaita ajoissa, että mahdollisen tarttuvan sairauden leviäminen voidaan estää 
ja loppu karja saadaan pysymään terveenä (Murai ym. 2014). Taudinaiheuttajan tunteminen on karjan 
hoitoa, jalostuskäyttöä ja eläinten poistoa ajatellen tärkeää (Spittel & Hoedemaker 2012). Kun 
taudinaiheuttaja tunnetaan, voidaan mahdollinen lääkehoito kohdentaa juuri oikeaan bakteeriin 
(Koivula ym. 2007). Viivästykset hoidon aloituksessa voivat pidentää hoitoaikaa ja johtaa turhiin 
lääkitsemisiin laajakirjoisilla mikrobilääkkeillä (Pyörälä 2002). 
 
2.2 Maitonäytteen bakteriologinen viljely  
 
Utaretulehdusdiagnostiikan perustana pidetään aseptisesti otetun neljänneskohtaisen maitonäytteen 
bakteeriviljelyä (National Mastitis Council, 2004). Viljelyn pyrkimyksenä on saada bakteerit 
kasvamaan maljalla. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt lasketaan ja niiden perusteella tehdään 
bakteerin tunnistus. Viljely tehdään bakteerieristystä ja -tunnistusta varten elatusainemaljalle. 
Sopivin kasvualusta on lehmän punasolut tai kokoveri, mutta myös lampaanverta voidaan käyttää 
(Hogan ym. 1999). Eviran menetelmäohjeiden (Evira 2001/3) mukaan malja jaetaan neljään osaan. 
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10 µl:n viljelysilmukka upotetaan kerran maitonäytteeseen ja silmukalla tehdään siksakkia niin, että 
neljäsosalle maljaa tulee aina noin 6 - 8 edestakaista vetoa. Maljaa inkuboidaan aerobisissa 
olosuhteissa + 37 celsiusasteessa ja maljan luenta tehdään 16 - 24 ja 40 - 48 tunnin kuluttua.  
 
Maitonäytteiden bakteriologisessa viljelyssä on myös huonoja puolia, kuten sen vaatima aika, 
bakteerien saaminen pysymään elinkelpoisena viljelyyn saakka ja se, että bakteeri ei syystä tai 
toisesta kasva maljalla Utaretulehdusten taudinaiheuttajien tunnistamiseen standardimenetelmillä 
menee 24 - 48 tuntia. Joidenkin bakteerien viljelytulos voidaan tulkita vasta viikon kuluttua viljelystä 
(Hogan ym. 1999). Yli 48 tunnin inkubaatioajan vaatii mm. M. bovis (Hogan ym. 1999). Bakteerit 
eivät välttämättä aina lähde kasvamaan maitonäytteestä viljellyllä maljalla ja johtavat näin vääriin 
negatiivisiin tuloksiin (Taponen ym. 2009). Näytteet, joista ei saada selville taudinaiheuttajaa, ovat 
turhauttavia viljelijöille sekä eläinlääkäreille ja testin tehneelle laboratoriolle. 
 
Negatiivinen viljelytulos voi johtua bakteerien vähäisestä määrästä näytteessä (Gillespie & Oliver 
2005). Myös viljely liian pienelle alueelle agarmaljalla voi vaikuttaa kasvuun. Tällöin maidossa 
olevat tekijät, kuten antimikrobiset proteiinit, peptidit ja lipidit voivat estää mikrobien kasvua (Hogan 
ym. 1999). 
 
Näytteen säilytyksellä ja kuljetuksella ennen viljelyä on myös suuri vaikutus havaittavaan 
bakteerikasvuun. Näyte tulee säilyttää siten, että bakteerit säilyvät elinkelpoisina tutkimukseen 
saakka. Viljelyyn menevää maitoa ei voida esikäsitellä erilaisilla säilöntäaineilla (esim. bronopolilla), 
koska bakteereista tulee elinkelvottomia ja niiden tunnistaminen bakteeriviljelymenetelmällä estyy 
(Cressier & Bissonnette 2011).  
 
Maitonäyte voi myös kontaminoitua. Mikäli maljalla kasvaa kolme bakteerilajia tai enemmän, 
katsotaan näytteen olevan kontaminoitunut. Tällöin suositellaan uusintanäytteenottoa ja -viljelyä 
(Hogan ym. 1999). Oman haasteensa viljelyyn tuo myös viljelytuloksen tulkinta. Tulkinta on aina 
subjektiivista ja eri laboratorioiden väliset erot tulkinnoissa saattavat olla hyvin suuria, vaikka 
noudatettaisiin standardoituja menetelmiä (Pitkälä ym. 2005). Lisäksi on erilaisia käytäntöjä siitä, 





2.3 PCR utaretulehdusdiagnostiikassa 
 
2.3.1 Yleistä PCR:stä 
 
PCR eli polymeraasiketjureaktio on keskeinen työväline geenipohjaisessa tutkimuksessa sekä 
kliinisissä kokeissa. PCR-reaktio on yleisin käytössä oleva nukleiinihappojen monistustekniikka 
(Mackay 2004).  
 
2.3.2 PCR:n toimintaperiaate 
 
PCR:n avulla voidaan monistaa haluttuja DNA-jaksoja. Perusajatuksena on käyttää uutta juostetta 
valmistavaa entsyymiä, DNA-polymeraasia, joka kestää korkeaa lämpötilaa (Suominen ym. 2013). 
PCR-reaktio voidaan jakaa kolmeen sykliin (Mackay 2004). Eri syklien aikana DNA-juosteet 
avataan, kohdejuoste merkitään, tunnistetaan ja kopioidaan. Eri vaiheista muodostuu monistussykli, 
jota toistetaan tarvittava määrä.  
 
Ensimmäinen sykli: 
Kuumennuksesta (denaturaatio) johtuen DNA:n vastinjuosteet eli templaatit irtoavat toisistaan 
(Alberts ym. 2010). Kuumennuslämpötila riippuu esimerkiksi DNA-templaatin pituudesta (Kubista 
2006). Yleisin käytetty lämpötila on noin + 95 celsiusastetta. 
 
Toinen sykli: 
Seuraavassa vaiheessa lämpötilaa lasketaan hetkellisesti noin + 60 celsiusasteeseen (annealing-
lämpötila). Viilennyksen aikana lisätään alukkeet, jotka ovat lyhyitä synteettisesti valmistettuja 
yksijuosteisen DNA:n jaksoja, joiden emäsjärjestys tunnetaan tarkasti (Suominen ym. 2013). 
Alukkeet on muodostettu reaktiota varten niin, että ne kykenevät tarttumaan vain tietyn 
emäsjärjestyksen omaavaan nukleiinihappo-osaan (Kubista 2006). Toisen syklin aikana alukkeet 
liittyvät omiin vastinjuosteisiinsa.  
 
Kolmas sykli: 
Kun alukkeille on annettu hetki aikaa kiinnittyä, lämpötila asetetaan optimaaliseksi (noin + 72 
celsiusastetta polymeraasientsyymistä riippuen) DNA-polymeraasientsyymille. Entsyymi liittää 
vapaista nukleotideista (DNA:n rakenneyksikkö) uudet vastinkappaleet alukkeiden merkitsemiin 
kohtiin (Kubista 2006). Tätä vaihetta kutsutaan templaatin pidennysreaktioksi ja tällöin templaatin 
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kummallekin nauhalle syntyy vastinnauha alukkeiden määräämästä kohdasta alkaen (Suominen ym. 
2013). 
 
Yksi PCR-sykli sisältää siis detaturoinnin, annealing-vaiheen ja pidennyksen. Yhden tällaisen syklin 
aikana kahdesta DNA-nauhasta syntyy neljä nauhaa, seuraavassa syklissä neljästä kahdeksan ja niin 
edelleen. Monistussyklejä toistetaan niin pitkään, että haluttu kopiomäärä saavutetaan. Yleensä 
syklejä toistetaan 15 - 40 kertaa.  Varsinaisen monistusreaktion kanssa on syytä aina tehdä 
kontrollireaktiota ja sen vuoksi PCR-ajoon kannattaa sisällyttää mukaan negatiivinen kontrolli. Näillä 
ns. sisäisillä kontrolleilla saadaan selville, toimiiko reaktio kuten pitää tai onko esimerkiksi jokin 
käytetty reagenssi kontaminoitunut (Suominen ym. 2013).  
 
2.3.3 Multiplex PCR 
 
Multiplex PCR-menetelmässä on mukana useita eri DNA-jaksoille spesifisiä alukkeita. Alukkeet 
valitaan niin, että niillä on sama sulamislämpötila. Tämä mahdollistaa useamman sekvenssipätkän 
monistamisen samassa määrityksessä. Monistettavien sekvenssien tulee olla ominaisuuksiltaan 
toistensa kaltaiset, jotta samat reaktio-olosuhteet ovat niille sopivat (Phuektes ym. 2001). Menetelmä 
sopii kaikkien bakteerilajien monistukseen. Sen on todettu olevan yksinkertainen, nopea, luotettava 
ja spesifinen monistamaan useita bakteerilajeja samanaikaisesti (Shome ym. 2011).    
 
2.3.4 Real-time PCR 
 
Yksi PCR:n sovelluksista on reaaliaikainen (real-time) PCR.  Menetelmässä DNA:n monistukseen 
yhdistetään monistettavan tuotteen tunnistus reaaliaikaisesti fluoresenssin avulla. PCR-reaktiossa 
fluoresoiva väriaine tai spesifisesti leimattu tunnistin sitoutuu muodostuvaan kaksijuosteiseen 
DNA:han. Fluoresoiva signaali syntyy, kun väriaine sitoutuu DNA:han. Signaalin voimakkuus 
riippuu muodostuvan reaktiotuotteen määrästä (Kubista 2006).  
 
Reaktion aikana ideaalisesti piirtyvä käyrä on esitetty kuvassa 1. Kun näytteessä on riittävästi 
reaktiotuotetta ja muodostuvan fluoresenssisignaalin taso ylittää taustamelun (Cᴘ), alkaa käyrä nousta 
jyrkästi. Tätä vaihetta kutsutaan lineaariseksi vaiheeksi (linear phase, LP). Kun alukkeet ja entsyymit 
alkavat kulua loppuun, reaktio hidastuu ja käyrän jyrkkä nousu alkaa tasaantua (transition phase, TP). 





Kuva 1. Kuvassa näkyy ideaalisesti piirtyvä real-time PCR-käyrä. Kun tuotetta on riittävästi, sen 
tuottama fluoresenssi ylittää taustamelun voimakkuuden kohdassa Cᴘ (Crossing point tai cycle 
threshold). Käyrä alkaa nousta lineaarisesti (linear phase, LP). Kun alukkeet ja entsyymit alkavat 
kulua loppuun, käyrän nousu alkaa hidastua (transition phase, TP). Kun fluoresenssia on enää vähän 
tai ei ollenkaan, käyrä saavuttaa Plateau vaiheen (PP) (Mackay 2004). 
 
PCR-reaktion päätyttyä ei tarvita enää muita reaktioita tai toimenpiteitä, vaan luenta tehdään reaktion 
aikana piirtyneestä käyrästä. Luenta on täysin automatisoitua, joten inhimillisten virheiden 
mahdollisuus jää pois. Kun yhdistetään real-time PCR ja multiplex PCR, saadaan nopea usean 
bakteerilajin yhtä aikaa tunnistava menetelmä. Bakteerin tunnistus PCR-menetelmillä kestää 











2.3.5 PCR:n käyttö utaretulehdusdiagnostiikassa  
 
PCR-tekniikka tarjoaa nopean ja herkän keinon tunnistaa utaretulehdusta aiheuttavat bakteerit 
maitonäytteestä. Koska DNA:han pohjautuvat testit perustuvat bakteerilajien ennalta valittujen 
DNA:n emäsjärjestyksen löytymiseen näytteestä, voidaan menetelmällä kiertää perinteiseen viljelyyn 
liittyviä ongelmia (Gillespie & Oliver 2005). PCR-tekniikalla on kyetty löytämään utaretulehduksen 
aiheuttajabakteerien DNA:ta maitonäytteistä, missä ei ole havaittu bakteerikasvua perinteisellä 
bakteeriviljelyllä (Taponen ym. 2009, Spittel & Hoedemaker 2012). Kulkaksen (2011) mukaan 
PCR:n avulla voidaan löytää noin 40 % ja Taposen ym. (2009) mukaan 43 % enemmän 
utaretulehdusta aiheuttavia bakteereja verrattuna viljelyyn samalla, kun bakteriologisesti 
negatiivisten tulosten määrä vähenee. Teoriassa vain muutama taudinaiheuttajan solu tarvitaan 
positiivisen tuloksen saavuttamiseksi PCR-menetelmällä (Phuektes ym. 2001).  
 
PCR-testin avulla voidaan tunnistaa halutut kohdebakteerit ja niiden genomikopioiden määrä suoraan 
maidosta ilman eri välivaiheita. Usein perinteisellä viljelymenetelmällä saadut negatiiviset näytteet 
sisältävät suuria määriä utaretulehdusta aiheuttavia bakteereja, jotka voidaan osoittaa PCR-
menetelmällä (Taponen ym. 2009). PCR:n on tutkimuksissa todettu olevan todella herkkä. 
Ongelmana herkkyydessä on, että se tunnistaa maidosta kaiken tutkimuspaneeliin sisällytetyn 
bakteeriperäisen DNA:n. Tässä on mukana myös kuolleiden ja taudinaiheuttamiskyvyttömien 
bakteerien DNA:ta (Koskinen 2009). 
 
PCR-menetelmällä voidaan myös tutkia sisältääkö perintöaines, eli genotyyppi, 
mikrobilääkeresistenssiä aiheuttavia geenejä. Esimerkiksi stafylokokeille ominaisen, 
penisilliiniresistenssiä aiheuttavan beetalaktamaasigeenin etsiminen voidaan sisällyttää 
tutkimuspaneeliin. Sillä ei kuitenkaan saa selville, onko geeni oikeasti toimintakykyinen.  vaan 
testaukseen tarvitaan muita menetelmiä, kuten betalaktamaasitesti (Kulkas 2011).  
 
Koska PCR perustuu geeniteknologiaan, on sillä paljon jatkokehitysmahdollisuuksia (Kulkas 2011). 
Vaikka PCR-testistä on tullut suosittu ja se on Suomessa suurelta osin syrjäyttänyt perinteisen 
viljelymenetelmän, akuuteissa utaretulehduksissa viljely selektiivimaljalle olisi hyvä säilyttää 






2.3.6 Tankkimaito- ja tuotosseurantanäytteiden testaaminen 
 
Tankkimaidon solupitoisuutta voidaan pitää lypsykarjan piilevien utaretulehdusten määrän 
indikaattorina. PCR-testiä voidaan käyttää tankkimaidon bakteerien tutkimiseen (Hiitiö ym. 2013). 
Tankkimaidon bakteerimäärät kielivät maidontuotannon hygieniasta, laitteistojen pesusta ja kunnosta 
sekä utareterveydestä ja lypsykäytännöistä. PCR-testi sopii tankkimaidon tutkimiseen yhtä hyvin 
kuin perinteinen viljely. Sitä voi käyttää tarttuvien utaretulehdusbakteerien seurantaan, joiden 
esiintyminen maidossa ei ole suotavaa (esim. Str. agalactiae) (Katholm ym. 2012).  
 
Säännöllisin väliajoin (kerran tai kaksi kuukaudessa) otettavien tuotosseurantanäytteiden avulla 
voidaan Pro Agrian (2014) mukaan arvioida solulukua, joka kuvastaa mm. utareterveyttä, 
utaretulehdushoitojen tehoa ja utaretulehdusten uusimisia. Tuotosseurantaa varten kerätyt näytteet 
voidaan myös testata PCR:llä. Tätä ei ole voinut tehdä perinteisellä viljelyllä, koska näytteet sisältävät 
bakteerien kasvua hillitsevää säilöntäainetta (Asmussen ym. 2014).  
 
On kuitenkin muistettava, että tankkimaito- ja tuotosseurantanäytteet ovat automaattisen 
näytteenottomenetelmän vuoksi lähtökohtaisesti likaantuneita. Niitä ei ole otettu tarvittavaa aseptista 
näytteenottotapaa noudattaen ja sen vuoksi niiden perusteella ei voida tehdä utaretulehdusdiagnoosia. 
Ne sopivat vain tartunnallisten taudinaiheuttajien, kuten M. bovis- ja Str. agalactiae-bakteerien 




Mykoplasman aiheuttama utaretulehdus on vakava sairaus, joka voi johtaa tuotosmenetyksiin ja 
sairaiden yksilöiden poistoon karjasta. Sitä on vaikea hoitaa lääkkeillä ja se johtaa usein krooniseen 
piilevään utaretulehdukseen. Koska mykoplasma voi aiheuttaa kliinisen, piilevän tai kroonisen 
utaretulehduksen, sen aikainen havaitseminen on tärkeää (Baird ym. 1999). Mykoplasmojen 
tunnistaminen viljelymenetelmällä on hidasta ja tulos saadaan usein vasta kymmenen päivän kuluessa 
(Boonyayatra ym. 2012).  
 
PCR-testillä voidaan osoittaa mykoplasmojen esiintyminen näytteessä. Tärkein ja yleisin 
utaretulehdusta aiheuttavista mykoplasmoista on M. bovis (Boonyayatra ym. 2012). M. bovis-
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bakteeria ei tulisi karjassa esiintyä lainkaan, ja positiivisen tuloksen tulee johtaa heti toimenpiteisiin 
tartunnan hävittämiseksi ja leviämisen ehkäisemiseksi (Hiitiö ym. 2013). 
 
PCR on yleisesti hyväksytty ja luotettava keino mykoplasmojen tunnistukseen maitonäytteestä 
(Higuchi ym. 2011). Verrattuna viljelymenetelmään, PCR-menetelmän sensitiivisyys 
neljännesnäytteiden tutkimuksissa on todettu olevan 96 %:sta lähes 100 %:iin ja 
tankkimaitonäytteiden tutkimisessa lähes 100 % (Baird ym. 1999). 
 
Maa – ja metsätalousministeriön asetuksen mukaan M. bovis -tartunta on ilmoitettava, valvottava 
eläintauti (MMa 1010/2013). Eläinlääkäreitä kehotetaan ottamaan huomioon M. bovis-
utaretulehduksen mahdollisuus. Epäilyttävä maitonäyte tulisi lähettää laboratorioon, missä käytetään 




Str. agalactiae oli Suomessa vielä 50-luvulla yleisin utaretulehdusta aiheuttava bakteeri. Str. 
agalactiae-bakteeri on erittäin tarttuva ja leviää lypsyn ja parsien välityksellä eläimestä toiseen sekä 
maidon välityksellä vasikoille. Parantuneen hygienian ja hyvien hoitomenetelmien ansiosta 
tulehdusten määrä on huomattavasti vähentynyt. Str. agalactiae-bakteerin aiheuttamassa 
utaretulehduksessa taudinkuva on yleensä krooninen tai uusiutuva. Maidon soluluku ei välttämättä 
nouse paljon. Utaretulehdus voi olla myös akuutti. Tällöin kliiniset oireet vaihtelevat lievistä 
kohtalaisen voimakkaisiin. Maidossa näkyviä tulehdusmuutoksia ovat limaisuus ja kokkareet 
(Pyörälä & Tiihonen 2005) 
 
Str. agalactiae on zoonoosibakteeri, eli se voi tarttua myös ihmiseen. Se voi aiheuttaa 
verenmyrkytyksiä ja aivokalvontulehduksia vastasyntyneille vauvoille sekä reaktiivisia artriitteja. 
Tartunta tulee tilalle yleensä ostoeläimen mukana. Tämän vuoksi kaikkien ostoeläinten terveys tulisi 
tarkistaa ennen eläimen tuontia tilalle. Myös riittävä lypsyhygienia on avainasemassa Str. agalactiae-
tartunnan ennaltaehkäisyssä (Kulkas 2013). Multiplex real-time PCR-testi on hyvä osoittamaan Str. 
agalactiae-bakteerin maitonäytteestä. Riippuen käytetystä PCR-menetelmästä ja alukkeista, sen 




2.4 PathoProof™ Mastitis Assay real-time multiplex-testi utaretulehdusten diagnostiikassa 
 
Multiplex real-time PCR PathoProof™ Mastitis Assay oli ensimmäinen kaupallinen testi 
utaretulehduksen havaitsemiseen PCR-menetelmällä. Testi tuli markkinoille vuonna 2008 ja Hiitiön 
ym. (2013) arvion mukaan tällä hetkellä noin 80 % kaikista utaretulehdusnäytteistä Suomessa 
tutkitaan pelkästään PCR-menetelmällä. Testi on semikvantitatiivinen tunnistusmenetelmä, jolla 
voidaan tunnistaa useita bakteereja samalla reaaliaikaisella PCR-reaktiolla. Testillä voidaan tunnistaa 
jopa 15 utaretulehdusta aiheuttavaa taudinaiheuttajaa sekä penisilliiniresistenssiä aiheuttava 
beetalaktamaasigeeni (Koskinen ym. 2009). PathoProof™ Mastitis Assaylla saadaan selville näytteen 
sisältämät testipaneeliin kuuluvat patogeenit sekä arvio niiden määristä.  
 
Markkinoilta löytyy myös Tanskalaisen yrityksen DNA Diagnosticin tutkimuspaketteja. Tätä 
tutkimusta tehdessä niitä ei ollut vielä saatavilla.  
 
PathoProof™ PCR-testi tehdään suoraan maitonäytteestä ilman erillistä bakteeriviljelyä. Testin 
tekeminen kestää kolmesta neljään tuntia. Suomessa yleisin tapa on lähettää maitonäyte tutkittavaksi 
joko postin välityksellä Thermo Fisher Scientific Oy:n laboratorioon tai maitoauton mukana 
meijerille (vain Valion asiakkaat). Tuloksen saa viimeistään seuraavana päivänä tekstiviestillä ja/tai 
sähköpostilla. Tuottaja voi halutessaan sallia tulosten lähetyksen suoraan myös hoitavalle 
eläinlääkärille sähköpostitse. 
 
Näytteeseen voidaan lisätä bronopol-säilöntäainetabletti, joka estää bakteerikasvua kuljetuksen 
aikana. Tämä mahdollistaa kuljetuksen huoneenlämmössä (Thermo Fisher? Scientific 2014). Koska 
testistä saatu tulos perustuu bakteeri-DNA:n löytämiseen, eikä ole väliä onko bakteeri elossa vai ei, 
voi testin tehdä antibioottihoidossa olevan lehmän maidosta ilman, että se vaikuttaa tulokseen (Kulkas 
2011). 
 
2.4.1 Maitonäytteen otto, käsittely ja lähetys 
 
Maitonäytteestä saatujen bakteriologisten tutkimustulosten perusteella voidaan auttaa muiden 
tekijöiden, kuten kliinisen kuvan, ohella määrittämään utareen terveydentila tai seurata 
utaretulehduksen paranemisen edistymistä. Yksittäisten lehmien neljänneskohtaisia testituloksia 
pidemmältä ajanjaksolta voidaan käyttää koko karjan utaretulehdustilanteen kartoituksessa. 
Ostoeläimen utareterveyden selvityksessä maitonäytteen tutkiminen on suositeltavaa (Kulkas 2011). 
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Maitonäytteen otossa tulee aina kiinnittää erityistä huomiota aseptiseen näytteenottotapaan. Koska 
utaretulehdusta aiheuttavia bakteereja löytyy myös ihmisen iholta ja ympäristöstä, tulee 
näytteenottoon kiinnittää erityistä huomiota. Mikäli näytteenoton suorittaa karjanomistaja, tulisi 
eläinlääkärin aina varmistua siitä, että näyte osataan ottaa oikein (Hiitiö ym. 2013). Aseptinen 
näytteenotto esitetään Liitteessä 1. 
 
Näyteputket ovat ns. sormipulloja, joissa lähetettyjen näytteiden käsittely laboratoriossa on 
helpompaa. Postin kautta lähetettäviin näytepulloihin tulee laittaa säilöntäainetabletti näytteen 
säilyvyyden takaamiseksi (Kulkas 2011). Laboratoriosta kannattaa varmistaa, mitä tunnistetietoja 
putkiin tulee merkitä. Tunnistetiedoiksi vaaditaan esimerkiksi eläimen nimi/korvanumero ja se, mistä 
vetimestä näyte on otettu (oikea etu, oikea taka, vasen etu, vasen taka). Postin kautta lähetettäessä 



















2.4.2 Testipaneelit  
 
Eri bakteerilajeja tunnistavia testipaneeleja löytyy markkinoilta useita. Niistä voi tapauskohtaisesti 






Thermo Fisher Scientific 
PathoProof™Mastitis   
DNA Diagnostic 































Staphylococcus aureus    x x x x x x x x x   x   x x 
Staphylococcus spp.         x x       x     x x 
Streptococcus agalactiae   x x x x x x x x x   x   x x 
Streptococcus dysgalactiae           x x x     x     x x 
Streptococcus uberis          x   x x x x         x x 
Escherichia coli               x x           x   x 
Enterococcus spp.              x x           x   x 
Klebsiella                x x           x   x 
Serratia marcescens              x x                 
Corynebacterium bovis           x x                 
Trueperella pyogenes ja 
Peptoniphilus indolicus         x x                 
Staphylococci β-laktamaasigeeni   x     x x       x     x x 
Mycoplasma bovis      x x x x   x   x x   x   x x 
Mycoplasma spp.            x   x     x x     x x 
Mycoplasma alkalescens         x                     
Mycoplasma bovigenitalium         x                     
Mycoplasma canadence         x                     
Mycoplasma coliformicum         x                     
Hiiva                   x                 
Prototheca spp. (levä)             x         x x   x 
  
Taulukko 1. Kahden eri yrityksen (Thermo Scientific Oy ja DNA Diagnostic) tarjoamia 
tutkimuspaneeleja utaretulehdusbakteerien tunnistukseen suoraan maitonäytteestä. Thermo Fisher 
Scientific Oy:n paneelien kirjainlyhenteet kittien edessä tarkoittavat M=Major ja C=Complete 
 
 
2.4.3 PathoProof™Mastitis Assay PCR-testin kulku 
 
PathoProof™Mastitis Assay sovelluksia on käytössä manuaalinen sekä automatisoitu (King Fisher 
Flex). Perusperiaate molemmissa on sama, mutta King Fisher Flexissä automatisoidut työvaiheet 
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vähentävät käsin tehtäviä työvaiheita puoleen perinteisestä protokollasta. Näin inhimillisen virheen 
ja kontaminaation riski pienenee. King Fisher on ollut käytössä Thermo Fisher Scientific Oy:n  
laboratoriossa vuoden 2012 loppupuolelta ja Valiolla hieman tämän jälkeen (henkilökohtainen 
tiedonanto, Maria Liikanen, 5.1.2015). DNA Diagnosticin protokolla ei vielä kirjoitusvaiheessa ollut 
selvillä. Seuraavassa kuvattu real-time multiplex PCR:n protokolla on Suomessa käytössä olevan 
PathoProof™ Mastitis Assay Complete-16 kitin mukainen. 
 
Utaretulehdusmaitonäytteen somaattiset solut hajotetaan entsymaattisesti, jonka jälkeen näytettä 
sentrifugoidaan (Koskinen ym. 2009). Sentrifugoinnilla bakteeri-DNA saadaan puhdistettua maidon 
muista ainesosista, kuten rasvasta, proteiineista ja solujätteestä (bacterial cell debris). Edellä kuvattu 
vaihe kestää noin kaksi tuntia. Puhdistettu DNA monistetaan havaittavaan pitoisuuteen real-time 
PCR-laitteella. Kaikki testipaneeliin kuuluvat patogeenit tunnistetaan samanaikaisesti. PCR-ajo on 
viimeinen vaihe ja se kestää noin 90 minuuttia (Thermo Scientific 2014). 
 
Kokeeseen sisältyy neljä erillistä real-time multiplex PCR-reaktiota, joista kukin on kohdennettu 
kolmeen bakteerilajiin tai ryhmään taulukon 2 mukaisesti. Taulukossa neljännessä ryhmässä olevat 
T. pyogenes ja P. indolicus tunnistetaan samassa real-time PCR-reaktiossa. Lisäksi mukana on aina 
kontrollinäyte (Internal Amplification Control IAC) (Koskinen ym. 2009). Kontrollinäytteen 
tarkoitus on varmistaa, että jokaisessa näytteessä ja PCR-reaktiossa olosuhteet ovat olleet 
hyväksyttävät bakteeritunnistukseen ja että pipetointi on onnistunut. Kontrollinäytteen lisäksi 
jokaiseen ajoon on sisällytettävä vähintään yksi negatiivinen PCR-kontrolli (näyte, joka ei sisällä 






















Taulukko 2. Patho Proof™ Mastitis Complete-12 kit real-time PCR-reaktiossa käytettävät reaktiot 
ja niissä tunnistettavat baktereerilajit. Lisäksi kaikissa on mukana myös kontrollinäyte (Internal 




Kullekin bakteerille on määritetty oma cycle threshold-kynnysarvo (Ct-arvo), joka kertoo bakteerien 
määrästä näytteessä (Koskinen ym. 2009, Thermo Scientific 2014). Ct-arvo kuvaa PCR-syklien 
(kopioituvan bakteeri-DNA:n) määrää, joka tarvitaan saavuttamaan ennalta asetettu raja-arvo 
(fluoresoiva signaaliaste) (Koskinen 2009). Ct-arvo voidaan johtaa kaavalla Genomic copy number 
= 10(Ct−x)/y, missä Ct = cycle threshold arvo, X = slope of a standard curve ja Y = interception of a 
standard. Mitä enemmän bakteerin DNA:ta näytteessä on sitä nopeammin kone tunnistaa sen ja antaa 
sille pienemmän Ct-arvon. 
 
Bakteerien semikvantitatiiviset määrät ilmoitetaan plus-merkeillä (+/++/+++). Mitä enemmän 
monistuvaa bakteeri-DNA:ta on, sitä enemmän on plus-merkkejä. Ct-kynnysarvo on sitä pienempi, 
mitä enemmän bakteeria näytteessä on. Cut-off-arvona PathoProof™ Mastis PCR Assayssa pidetään 
Ct-arvoa 37. Mikäli Ct-arvo ylittää tämän, näytteen katsotaan olevan negatiivinen tai se ei sisällä 
riittävästi bakteeri DNA:ta. Lisäksi tuloksissa ilmoitetaan, mikäli joku bakteerilaji on näytteessä 
vallitseva. Tuloksissa vallitsevien bakteerien määrät ilmoitetaan niin  että DNA:sta >90 % tai >99 % 
on peräisin tietystä bakteerilajista (Thermo Scientific 2014). 
PCR 
Reaktio 
Tunnistettavat bakteerilajit ja ryhmät 
1. Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.,  Corynebacterium bovis 
 
2. Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae ja β-laktamaasigeeni (blaZ) 
3. Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis  
 





Kuva 2. Kuvan vasemmassa yläreunassa näkyy tuloksena E.coli +++ ja C.bovis +. E.coli -bakteeria 
on ollut näytteessä enemmän (>99 %), joten se monistuu (oikealla) aiemmin ja saa pienemmän Ct-
arvon. Kuvan vasemmalla alakulmassa sisäisten monistuskontrollinäytteiden (IAC) käyrät ja niiden 
Ct-arvot. X-akselilla Ct-arvo ja y-akselilla fluoresenssin intensiteetti (joka kuvastaa kopioituvan 
DNA:n määrää) 
 
2.4.5 Carry-over kontaminaatio 
 
Herkkyytensä vuoksi PCR-määritykset ovat alttiita carry-over-kontaminaatiolle. Carry-over-
kontaminaatiossa toisen näytteen bakteeri-DNA:ta päätyy tutkittavaan näytteeseen. Kontaminaatiota 
voi välttää tekemällä eri työvaiheet eri pisteissä ja kiinnittämällä erityistä huomiota 
laboratoriotyöskentelyyn ja etenkin pipetointiin (Thermo Scientific 2014). Carry-over-
kontaminaatiota voi tapahtua myös jo näytteenoton yhteydessä, etenkin käytettäessä automaattisia 






2.4.6 PCR-testin tulkinta 
 
Utaretulehdusdiagnoosin tulee aina perustua kokonaisuuteen eli eläimen esitietoihin, kliinisiin 
löydöksiin sekä maidon solulukuun ja bakteerisisältöön. Koska utaretulehdus on lähes aina vain 
yhden taudinaiheuttajan aiheuttama infektio, tulisi PCR-tuloksista huomioida vain sellaiset, joissa on 
yksi vallitseva bakteeri (Hiitiö ym. 2013).  
 
PathoProof™ Mastitis Assaylle on kehitetty tietokoneohjelma (Norden Lab Mastitis Studio), jonne 
tulokset tallentuvat. Ohjelmisto helpottaa tietojen analysointia ja pienentää inhimillisen virheen 
mahdollisuutta (Thermo Scientific 2014). Tietokoneohjelman antamien tulosten perusteella 
eläinlääkäri voi tulkita tuloksia ja käyttää niitä utaretulehdusdiagnoosin tukena sekä hoidon 
suunnittelussa. 
 
PCR-testin tulkinnassa ei ole olemassa käsitteitä, jotka kertoisivat näytteen olevan huonolaatuinen, 
vaan eri bakteerien DNA:n määrät ilmoitetaan semikvantitatiivisina määrinä (+/++/+++). 
Ympäristöstä kontaminaationa maitoon joutuvat bakteerit aiheuttavat helposti virheellisen tuloksen 
(Phuektes ym. 2001, Hiitiö ym. 2013). Toisaalta koska PCR tunnistaa vain tietyille alukkeille 
vastakkaiset DNA-pätkät, eivät kaikki ympäristöperäiset kontaminantti-bakteerit häiritse tunnistusta 
(Baird ym. 1999). PCR-testissä käytettäviä alukkeita on kehitetty vallitsevien utaretulehdusta 
aiheuttavien bakteerien DNA:n kopioimiseen (Riffon ym. 2001), joten se tunnistaa vain ennalta 
määritetyt lajit. Testipaneeli on tällä hetkellä kattava. PathoProof™ Mastitis Assayssa hiivan 
tunnistamista on muutettu tunnistamaan yhä spesifisemmin vain utaretulehdusta aiheuttavat hiivat, 
jolloin ympäristöstä tulevat hiivat eivät näy tuloksissa. Hiivaa ei siis tunnisteta enää niin herkästi 
(Maria Liikanen, henkilökohtainen tiedonanto, 18.12.2014). Koska PCR-testin tuloksia voidaan 
tulkita objektiivisesti ja automatisoidusti, on laboratorioiden helppo päästä tulosten raportoinnissa 
samaan tulokseen (Koskinen ym. 2010). 
 
Tuloksen tulkintaa helpottaa, mikäli näytteestä löytyy vain yhden bakteerin DNA:ta. Mikäli 
näytteestä löytyy useamman bakteerin DNA:ta, tulisi huomiota kiinnittää vallitsevaan 
taudinaiheuttajalöydökseen (>90 % tai >99 %). Mikäli löydöksen määrä on + + tai + + +, tukee se 
saatua tulosta. Yhden plussan löydökset ovat yleensä kontaminantteja, joten niihin ei yleensä tule 
kiinnittää huomiota (Hiitiö ym. 2013). Näytteen, josta on saatu negatiivinen viljelytulos, mutta 
PCR:llä yhden plussan (+) KNS-, hiiva- tai C. bovis-tulos ei tule aiheuttaa toimenpiteitä, etenkään 
mikäli eläimellä ei ole kliinisiä oireita. S. aureus-bakteerin ja muiden erityistarkkailussa olevien 
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taudinaiheuttajien kuten S. agalactiae ja M. bovis-bakteerien pienetkin määrät tulisi huomioida ja 
ryhtyä tarvittaviin toimenpiteisiin (Hiitiö ym. 2013). Mikäli näytteestä löytyy enemmän kuin kolme 
eri bakteeria, tulisi kuten viljelyssä, ottaa uusi näyte ja tehdä uusi bakteerimääritys. S. aureus-
diagnoosin teossa PCR-testiä voidaan pitää luotettavana, koska aiemmissa tutkimuksissa joissa on 
vertailtu viljelyä ja PCR-tutkimusta on viljelyllä saatu suurimmaksi osaksi sama tulos. Koska KNS-
bakteereita löytyy ympäristöstä ja mikäli maitonäytettä ei ole otettu riittävää aseptiikkaa noudattaen, 
voi bakteereja päätyä pieniä määriä maitonäytteeseen. KNS:n suhteen testi näyttäisi oleva liian 













Kuva 3. Tietokoneohjelma (Norden Lab Mastitis Studio) ilmoittaa tulokset plusmerkinnöillä. 
Plusmerkkien määrä (tässä kuvassa punainen + + +, oranssi + + ja keltainen +) kertoo, onko näytteessä 
bakteeri-DNA:ta vähän vai paljon. Viiva (sininen) tarkoittaa, ettei näytteessä ole havaittu bakteerin 
DNA:ta. Taustaväri ilmoittaa, mikäli joku bakteeri on näytteessä vallitsevana (harmaa >90 %, musta 
>99 %) (Thermo Fisher Scientific 2014). 
 
Mikäli PCR-testi on jatkuvasti negatiivinen ja ongelmat jatkuvat, olisi syytä lähettää näyte 
perinteiseen viljelyyn esimerkiksi Eviraan (Kuopio). Taudinaiheuttajana voi tällöin olla jokin 








Tutkimuksen tavoitteena oli vertailla kahden eri laboratorion samoista maitonäytteistä saamia 
PCR-tutkimustuloksia. Neljänneskohtaiset maitonäytteet tutkittiin kahdessa eri laboratoriossa 
käyttäen PathoProof™ Mastitis PCR Assay -menetelmää. Testipaneelina oli Complete-12 kit. 
Tuloksia vertailtiin positiivisten tulosten, näytteistä löytyneiden bakteerilajien määrän per näyte 
sekä Ct-arvojen perusteella. Yleisimpien taudinaiheuttajien (Staphylococcus spp. ja S. aureus) 
osalta vertailu tehtiin erikseen.     
 
3.1 Aineisto ja menetelmät 
 
Yhteensä 294 maitonäytettä lähetettiin Valio Oy:n Lapinlahden laboratorioon lokakuun 2010 ja 
tammikuun 2011 välisenä aikana. Maitonäytteet olivat tilallisten ja eläinlääkäreiden ottamia 
rutiininäytteitä, eivätkä sisältäneet säilöntäainetablettia. Näytteet olivat peräisin piilevistä ja 
kliinisistä utaretulehduksista (henkilökohtainen tiedonanto Laura Kulkas, 2012). Lehmien kliinistä 
statusta, maidon solupitoisuutta tai muita taustatietoja ei yksityisyydensuojasyistä ollut saatavilla. 
Näytteet tutkittiin välittömästi PCR-menetelmällä niiden saavuttua Valion laboratorioon, ja tulos 
raportoitiin asiakkaalle. Tämän jälkeen maitonäyte jäädytettiin –20 celciusasteeseen ja lähetettiin 
pakastettuina Thermo Fisher Scientific Oy:n laboratorioon Vantaalle. Maitonäytteet tutkittiin 
Vantaan laboratoriossa viikon sisällä niiden saapumisesta. Siihen saakka näytteet säilytettiin 
pakastettuina. 
 
Molemmat laboratoriot käyttivät tutkimuksessa PathoProof™ Mastitis Complete 12-kittiä, jonka 
testipaneeli tunnistaa seuraavien bakteerien DNA:t: Corynebacterium bovis, Enterococcus 
faecalis/faecium, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca/pneumoniae, Serratia marcescens, 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
dysgalactiae, Streptococcus uberis ja Peptoniphilus indolicus ja/tai Trueperella pyogenes sekä 
stafylokokeille ominaisen penisilliiniresistenssiä aiheuttavan betalaktamaasigeenin (blaZ). 
Staphylococcus spp. tunnistettiin ryhmätasolle, erotuksena S. aureus -bakteerista. 
Testi suoritettiin molemmissa laboratorioissa samalla tavalla, käyttäen samaa testiohjetta. 
Käytettävä näytetilavuus PathoProof™ Mastitis PCR Assayssa on 350 µl, josta jää DNA:n 
eristämisen jälkeen PCR-ajoon 17µl. Positiivisen bakteriologisen tuloksen sykliarvo (cycle 
threshold, Ct) oli 37, jonka ylittyessä näytteen katsottiin olevan negatiivinen. 
 24 
 
3.2 PCR-protokolla  
 
Onnistuneen PCR-ajon edellytyksenä ja luotettavan tuloksen varmistamiseksi maitonäytteessä oleva 
bakteeri-DNA täytyy eristää näytteen muusta aineksesta, kuten proteiineista ja rasvoista. Jokainen 
tekstissä mainittu liuos ja puskuri kuuluvat osana PathoProof™ Complete-12 kittiin (Thermo Fisher 
Scientific) 
Aluksi maitonäyteputkea sekoitettiin koneellisesti (Thermo Scientific MaxiMix 2, Vortex Genie 2) 
ja 350 µl näytettä pipetoitiin pienempiin näyteputkiin (Collection Microtube). Sen jälkeen niihin 
lisättiin 7 µl proteinaasi K:ta sekä 350 µl Lyysis 1 liuosta. Näytettä sekoitettiin, jonka jälkeen se 
laitettiin inkuboitumaan viiden minuutin ajaksi.  Inkuboinnin aikana näytteeseen lisätyt proteinaasi K 
ja Lyysis 1 liuos rikkovat organismien soluseiniä ja -kalvoja. Tämä mahdollistaa DNA:n 
vapautumisen liuokseen. Inkuboinnin jälkeen näytteitä sentrifugoitiin 5 minuuttia nopeudella 6000 
rpm. Sentrifugoinnin aikana rasva sekä DNA:ta sisältävä faasi saatiin erilleen toisistaan. 
Sentrifugoinnin jälkeen pinnalle jäänyt liuos (supernatantti) sekä sen päällä mahdollisesti ollut rasva 
poistettiin pipetoimalla. Näyteputken pohjalle jäänyt DNA:ta sisältävä pelletti sekoitettiin 100 µl:aan 
Lyysis 2 liuosta ja näytteet laitettiin inkuboitumaan 10 minuutiksi + 37 celsiusasteeseen. Inkuboinnin 
jälkeen näytteisiin lisättiin 20 µl Proteinaasi K:ta ja 200 µl puskuri AL liuosta. Näytteet sekoitettiin 
huolellisesti, että saatiin mahdollisimman tasainen liuos. Huolellisen sekoituksen jälkeen näytteet 
laitettiin inkuboitumaan 10 minuutiksi +55 celsiusasteeseen. Inkuboinnin jälkeen sentrifugoitiin 
nopeasti nopeudella 3000 rpm, jolloin näyteputkien kansiin mahdollisesti tarttunut liuos saatiin 
poistettua. DNA:n saostamiseksi näytteisiin lisättiin 200 µl etanolia (Etax A, Altia). Lisäyksen 
jälkeen näytteet sekoitettiin voimakkaasti ravistamalla, jonka jälkeen nopeasti sentrifugoitiin niin, 
että sentrifugi saavuttaa nopeuden 3000 rpm. Tällä tavoin näyteputkien kansiin mahdollisesti jääneet 
pisarat saatiin putken pohjalle.   
Näytteet pipetoitiin kuoppalevyille (QIAamp 96), jotka sisältävät membraanikolonnin. 
Membraanikolonni on kalvo, joka läpäisee nesteen, mutta ei DNA:ta. Näin DNA saatiin kerättyä 
erilleen muusta näytteessä olevasta materiaalista. Pesupuskureiden (AW1 ja AW2) ja sentrifugoinnin 
avulla tutkimukseen haluttava DNA saatiin jäämään mahdollisimman puhtaana membraaniin. 
Lopuksi DNA irrotettiin membraanista AE eluutiopuskurilla. 
Näytteet pipetoitiin kuoppalevyille niin, että jokaiselle riville tuli samaa maitonäytettä neljään 
kuoppaan (Kuva 4). Bakteerikohteet oli jaettu neljään eri PCR-reaktioon, joista kukin tunnisti kolme 
kohdebakteeria sekä ulkoisen kontrollin. Ennen PCR-ajoa jokaiseen näytteeseen lisättiin eri 
bakteerilajeille spesifisiä alukkeita sisältäviä liuoksia sekä ulkoista kontrollia (Master Mix ja Primer 
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Mix 1-4, PathoProof™ Complete-12 kit, Thermo Fisher Scientific). Neljään viimeiseen kuoppaan 
pipetoitiin negatiivista kontrollia, jotka eivät sisältäneet templaattia. Negatiivisissa kontrolleissa ei 
saisi ajon aikana tapahtua minkäänlaista monistumista, koska ne eivät sisällä DNA:ta. Jos 
negatiivinen kontrollinäyte antaa tuloksen, voidaan epäillä laboratoriokontaminaatiota. PCR-ajo 
suoritettiin Stratagene Mx3000P/Mx3005P QPCR System- laitteella. Ajon aikana laite nostaa ja 
laskee lämpötiloja, ja monistaa DNA:ta mikäli näyte sitä sisältää. Koneelta tiedot siirrettiin 













Kuva 4. Kuvassa esitetty maitonäytteen käsittelyssä ja analysoinnissa kuluva aika työvaiheittain sekä 









3.3 PCR-testin tulokset 
 
Tutkittujen maitonäytteiden kokonaismäärä oli 294. Positiivinen bakteriologinen tulos, josta 
havaittiin yhden tai useamman taudinaiheuttajan DNA:ta, saatiin 244 (83 %) Thermo Fisher Scientific 




Kuva 5. Taulukossa on esitetty Thermo Fisher Scientific Oy:n (TF) ja Valio Oy Lapinlahden 
laboratorioiden samoista näytteistä tutkitut positiiviset PCR-tulokset taudinaiheuttajakohtaisesti. 
Kaikki näytteet ovat tutkittu saman protokollan mukaisesti PathoProof™ Mastitis PCR Assay 
Complete-12 kitillä (n = 294). 
 
Negatiivisia näytteitä eli näytteitä, joissa ei havaittu minkään bakteerilajin DNA:ta, oli TF:llä 50 ja 
Valiolla 59. TF:n tuloksissa vain yksi bakteerilaji löytyi 161 (54,8 %) näytteestä. Valiolla vastaava 
tulos oli 178 (60,5 %). Kaksi bakteerilajia löytyi TF:llä 59 (20,8 %) näytteestä ja Valiolla 42 (14,3 
%) näytteestä. Kolme tai useamman eri bakteerilajin näytettä kohti TF löysi 24 ja Valio 15 näytteestä 












Kuva 6. Kahden eri laboratorion, Thermo Fisher Scientific Oy:n (TF) ja Valio Oy Lapinlahden 
tulokset maitonäytteiden (n = 294) sisältämistä bakteerilajien määristä näytettä kohden. Kaikki 
näytteet ovat tutkittu saman protokollan mukaisesti PathoProof™ Mastitis PCR Assay Complete-12 
kit:llä. 
 
TF löysi näytteistä keskimäärin 1,22 bakteerilajia näytettä kohti. Vastaava tulos Valiolla oli 1,06. 
Korrelaatio tulosten välillä oli 0,75 (p<0,05) eli niillä oli 75 %:n vastaavuus.  
Laboratorioiden saamien tulosten yhtenevyys (kappa) positiivisten ja negatiivisten näytteiden 
löytymisessä Staphylococcus spp.-bakteerien löytymisessä oli 0,64 (p <0,05). Vastaava tulos S. 
aureus -bakteerille oli 0,87 (p<0,05).  
Yleisimmät maitonäytteistä löydetyt bakteerilajit olivat Staphylococcus spp. ja S. aureus. 
Staphylococcus spp.-ryhmään kuuluvia bakteereja TF:n laboratorio löysi 114 (38,8 %) ja Valion 
laboratorio 101 (34,4 %) näytteestä. S. aureus-bakteerin TF:n laboratorio löysi 78 näytteestä (26,5 
%) ja Valio 67 (22,8 %).  Seuraavaksi eniten molemmat laboratoriot löysivät S. dysgalactiae ja S. 
uberis-bakteereja. Kuvassa 5 on eritelty maitonäytteistä löytyneet bakteerilajit. 
Staphylococcus spp.-ryhmän bakteerien Ct-arvojen keskiarvot olivat 32,1 (TF) ja 32,4 (Valio). Pienin 
Ct-arvo Staphylococcus spp.-ryhmän bakteereille TF:llä oli 25,1 ja Valiolla 20,9. Suurin TF:llä 39,3 
ja Valiolla 37,1. Korrelaatio Staphylococcus spp.-bakteerien Ct-arvojen välillä oli 0,613 eli 61 % (p 
< 0,188). Staphylococcus spp.-ryhmän bakteerien Ct-arvot on esitetty kuvassa 7. 
S. aureus-bakteerille Ct-arvojen keskiarvot laboratorioittain olivat 27,8 (TF) ja 29,4 (Valio). Pienin 
saatu Ct-arvo oli 17,1 (TF) ja 14,4 (Valio). Suurimmat saadut arvot olivat 36,7 (TF) ja 36,6 (Valio). 










kuin Valion laboratorio.  S. aureus-bakteerien saadut Ct-arvot on esitetty kuvassa 8. Korrelaatio S. 
aureus-bakteerien saamille Ct-arvoille laboratorioiden välillä oli 0,734 eli 73 % (p <0,05).  
 
 
Kuva 7. Kaikki Staphylococcus spp.-bakteeriryhmän positiiviset tulokset näytekohtaisesti. Jokainen 
pystyviiva kuvaa näytettä, jossa jompikumpi tai molemmat laboratoriot ovat saaneet positiivisen 



















Kuva 8. Kaikki positiiviset S. aureus-bakteerin tulokset näytekohtaisesti. Jokainen pystyviiva kuvaa 
näytettä, jossa jompikumpi tai molemmat laboratoriot ovat saaneet positiivisen S. aureus-tuloksen 





Tutkimuksessa saadut tulokset olivat kahden laboratorion välillä varsin yhtenevät. Thermo Fisher 
Scientific Oy:n laboratorio sai useammin bakteeripositiivisen tuloksen näytteestä kuin Valio, vaikka 
protokolla on molemmille sama.  Lisäksi TF löysi lähes kaikista näytteistä ja bakteerilajeista 
suurempia määriä DNA:ta kuin Valio, eli TF Ct-arvot olivat keskimäärin pienempiä kuin Valion.   
Koivulan ym. (2007) tutkimuksen mukaan Suomessa yleisimmin utaretulehduksen yhteydessä 
eristettyjä taudinaiheuttajia ovat S. aureus ja koagulaasinegatiiviset stafylokokit. Laboratorioiden 
välillä havaittiin tilastollisesti merkitsevä ero saaduissa S. aureus-bakteerin DNA:n määrissä. Thermo 
Fisher Scientific Oy:n laboratorion Ct-arvojen keskiarvot (27,8) olivat pienempiä kuin Valion (29,4). 
Keskiarvojen ero oli 1.6, mikä tarkoittaa suurempaa monistetun DNA:n määrää TF:n laboratoriossa 
verrattuna Valion laboratorioon. Asiakkaalle ilmoitettava tulos olisi molemmissa tapauksissa ollut 
kuitenkin sama kaksi plussaa. Karkeasti arvioiden yhden Ct-lukuarvon lisäys tarkoittaa tuplaten 
enemmän monistettua bakteeri-DNA:ta, olettaen että jokaisessa bakteerissa on vain yksi monistuva 
alue. Molemmat laboratoriot pääsivät kuitenkin lähes poikkeuksetta positiiviseen tulokseen samojen 
näytteiden osalta. S. aureus- bakteeri siis tunnistettiin molemmissa laboratorioissa samoista 


















S. aureus on merkittävä tartunnallista utaretulehdusta aiheuttava bakteeri Suomessa ja muualla 
maailmassa. Sitä esiintyy muun muassa vetimen iholla, vedinkanavissa sekä lypsyvälineissä 
(Taponen & Pyörälä 2009). S. aureus-bakteerin aiheuttama utaretulehdus on tyypillisesti krooninen, 
jolloin se aiheuttaa tulehdussolujen lisääntymistä maidossa. Kliininen tulehdus voi aiheuttaa vakavia 
paikallisia ja systeemisiä oireita (Pyörälä ym. 2004) Bakteeri leviää helposti karjassa, mikäli sitä ei 
löydetä ajoissa ja leviämistä saada estettyä (Koskinen 2009). Tämän vuoksi pienetkin löydösmäärät 
S. aureus-bakteeria näytteessä olisi syytä huomioida ja ryhtyä toimiin bakteerin leviämisen 
estämiseksi. PCR-tulosta ei kuitenkaan yksinään ole syytä käyttää esimerkiksi lääkehoidon aloituksen 
perustana, vaan huomioon on otettava eläimen oireet, utare- ja maitomuutokset sekä hoito- ja 
sairaushistoria. PCR on herkkä tunnistusmenetelmä ja se tunnistaa pienetkin määrät bakteerin 
DNA:ta.  Mahmmodin ym. (2013) mukaan PCR:n on todettu olevan erittäin sensitiivinen ja 
spesifinen tunnistusmenetelmä S. aureus-bakteerin löytämiseksi maitonäytteestä verrattuna muihin 
perinteisiin utaretulehduksen diagnostiikkamenetelmiin kuten bakteeriviljelyyn. 
Staphylococcus spp.-bakteerien PCR-tuloksissa molemmat laboratoriot pääsivät Ct-arvojen osalta 
lähes samaan tulokseen. Ct-arvot olivat kuitenkin huomattavasti korkeampia kuin S. aureus-
bakteerin, eli Staphylococcus spp.-bakteerien DNA:ta esiintyi positiivisissa näytteissä huomattavasti 
vähemmän kuin S. aureus-bakteerin DNA:ta. Toisaalta Staphylococcus spp.-ryhmän bakteereja 
löytyi huomattavasti useammasta näytteestä kuin S. aureus-bakteeria. Laboratorioiden saamissa 
tuloksissa oli vaihtelua siinä, oliko näyte positiivinen Staphylococcus spp.-bakteerien suhteen vai ei. 
Staphylococcus spp.-bakteerit ovat monessa maassa yleistyneet utaretulehduksen 
aiheuttajabakteereina (Pitkälä ym. 2004). Ne ovat yleisimmin maitonäytteistä havaittavia bakteereja 
Suomessa (Vakkamäki ym. 2014) ja useassa muussakin maassa (Shome 2011). Niitä on suurimmaksi 
osaksi eristetty piilevän, mutta myös kliinisen utaretulehduksen yhteydessä (Koivula ym. 2007). 
Korkeat Ct-arvot Staphylococcus spp. -bakteereille voivat selittyä sillä, että suuri osa niistä on ihon 
ja limakalvon normaaliflooran bakteereita (Quinn ym. 2002). Maitonäytettä ottaessa bakteereja voi 
päätyä näytteeseen pieniä määriä esimerkiksi vetimen tai näytteenottajan iholta, vaikka näyte olisi 
otettukin aseptista näytteenottotapaa noudattaen. PCR-menetelmällä ei saada selville tarkkaa lajia, 
joten pelkkä bakteerin tunnistus maitonäytteestä ei kerro, onko kyseessä ollut utaretulehdusta 
aiheuttava laji vai ympäristökontaminantti. PCR-menetelmän on myös todettu olevan Staphylococcus 
spp.-bakteereille kliinisessä mielessä liian herkkä (Hiitiö ym. 2015), joten yhden plussan tuloksiin ei 
tule kiinnittää huomiota. 
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Laboratoriot löysivät eri määriä Staphylococcus spp. -bakteereja näytteistä. Lisäksi oli useita 
näytteitä, joista toinen laboratorio sai positiivisen bakteriologisen tuloksen ja toinen negatiivisen. 
Bakteereja oli Ct-arvojen perusteella osassa näytteistä vain vähän, joten se voi selittää osittain sen, 
että vain toinen laboratorio kykeni löytämään bakteeria. Testiin päätyvä maitomäärä on todella 
vähäinen jolloin näytteiden oikeanlainen käsittely (esim. sekoitus) korostuu, mikäli näyte sisältää 
vain vähän bakteeri- DNA:ta. 
Yleisesti erot laboratorioiden välisissä tuloksissa voivat johtua muun muassa näytteen huonosta 
sekoituksesta, pipetointitarkkuudesta ja PCR-protokollan noudattamisesta. Pipetointi ja muu 
laboratoriotyöskentely on tarkkuutta vaativaa. Mittalaitteiden ja pipettien tulee olla huolella 
kalibroituja, koska mikrolitran ero tutkimukseen päätyvässä näytteessä voi vaikuttaa tulokseen. 
Koska PCR-menetelmässä mitataan bakteeriperäisen DNA:n määrää näytteessä, on DNA:n 
eristyksessä oltava erityisen tarkka. Laboratoriohenkilökunnan tulee olla hyvin asiaan perehdytettyjä 
ammattilaisia. Näytteen kontaminaation mahdollisuus on pidettävä myös mielessä, mikäli näytteessä 
havaitaan vain pieni määrä bakteeri-DNA:ta (Koskinen 2010).  
Utaretulehdusdiagnostiikassa, riippumatta menetelmästä, puhtaan maitonäytteen ottaminen on koko 
bakteriologisen tutkimuksen perusta. Näytettä ottaessa tulisikin kiinnittää erityisesti huomiota 
aseptiseen näytteenottotapaan (Liite 1). PCR-testi monistaa kaiken testipaneelien tunnistaman 
bakteeriperäisen DNA:n. Useat ympäristöperäiset bakteerit voivat aiheuttaa utaretulehdusta. Maitoon 
päätyessään ne voivat antaa positiivisen tuloksen PCR-testillä, vaikka ne eivät olisi peräisin utareesta. 
Tämä voi johtaa positiiviseen bakteriologiseen tulokseen (Phuektes ym. 2001, Hiitiö ym. 2013), myös 
perinteisessä viljelyssä, mikäli kontaminantti on elinkykyinen agarmaljalla. Tutkimuksessa mukana 
olleet maitonäytteet ovat tulosten perusteella osattu suurimmaksi osaksi ottaa riittävää aseptista 
näytteenottotapaa noudattaen, ja monilajinäytteiden (kolme eri lajia tai enemmän sisältävät näytteet) 
määrä oli molemmissa laboratorioissa alhainen. Mikäli näytteen ottaa joku muu kuin hoitava 
eläinlääkäri itse, kuten suurimmassa osassa tapauksista, tulee huolehtia, että näyte osataan ottaa 
puhtaasti (Hiitiö ym. 2013). Kontaminaatiota voi tapahtua myös laboratoriossa. Tämä ns. carry-over 
-kontaminaatio voi antaa virhepositiivisia tuloksia. Kontrollinäytteiden käyttö on tärkeää, että 
voidaan varmistaa PCR-ajon onnistuminen. Ajoon olisikin aina muistettava sisällyttää negatiivinen 
kontrolli. 
Tankkimaito ja seurantanäytteiden kohdalla PCR on hyvä ja nopea varmistuskeino tarttuvien ja 
piileviä utaretulehduksia aiheuttavien taudinaiheuttajien löytämiseksi (Katholm ym. 2012). Myös 
taudinaiheuttajien, joiden perinteinen bakteeriviljely on haastavaa ja aikaa vievää (esim. M. bovis), 
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löytyminen helpottuu ja nopeutuu. Kuitenkin tankki- ja seurantanäytteet ovat lähtökohtaisesti 
kontaminoituneita, joten tuloksia ei voida käyttää esimerkiksi lääkitsemisen suunnitteluun.  
Tutkimuksessa käytetty PCR-testi on Thermo Fisher Scientific Oy:n kehittämä, jonka 
laboratoriohenkilökunta on ollut todennäköisesti alusta asti mukana testin käytössä. Luotettavien 
tulosten saamiseksi työvaiheet on suoritettava tarkasti protokollan mukaan ja henkilökunta täytyy 
perehdyttää testin käyttöön. Uudempi sovellus PathoProof™ King Fisher Flex on automatisoidumpi 
kuin tässä tutkimuksessa käytössä ollut PathoProof™ Mastitis Assay. Käsin tehtäviä vaiheita on 
vähennetty ja tämä pienentää inhimillisen virheen ja kontaminaation mahdollisuutta. Kuitenkin 
koneidenkin työskentelyä tulee aina seurata ja mahdollisiin virheilmoituksiin reagoida niiden 
vaatimalla tavalla. Koneiden säännöllinen huolto tulee myös hoitaa vaaditun ajan sisällä 
ammattilaisen toimesta.  
 
Ymmärrys PCR:n käytöstä utaretulehdusdiagnoosin apuvälineenä mahdollistaa tartunnallisten 
taudinaiheuttajien leviämisen rajaamisen mahdollisimman nopeasti sekä eläinlääkärin ohjaamisen 
oikeaan diagnoosiin ja mahdolliseen mikrobilääkevalintaan. Selkeät tulkintaohjeet ja perehtyminen 
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Aseptinen maitonäytteenotto PCR tutkimusta varten 
Aluksi on tärkeää pestä kädet huolellisesti. Jokaisen lehmän näytteenoton aikana olisi hyvä käyttää 
kertakäyttökäsineitä. Utare puhdistetaan lypsyliinalla näkyvästä liasta. Jos lehmä potkii näytteenoton 
aikana voi sille käyttää potkunestäjää. Likaisella hännällä huiskiminen tulisi estää, ettei näyte pääse 
likaantumaan.  
 
Maitonäyte otetaan pääsääntöisesti juuri ennen lypsyä alkusuihkeiden jälkeen, kun maito on 
laskeutunut. Alkusuihkeiden tarkoituksena on huuhtoa vedinaukosta pois näytteen tulosta 
mahdollisesti sekoittavat bakteerit.  
 
Vetimen pää puhdistetaan desinfektioaineella tai kertakäyttöisellä vetimen desinfektioliinalla tai 
kunnes näkyvää likaa ei irtoa puhdistusliinaan. Puhdistaminen keskitetään vedinkanavan suuhun. Jos 
vetimen pää on rupinen tai siinä on vauriota, tulee puhdistamiseen käyttää entistä enemmän aikaa. 
 
Näytteenottoputken tulee pysyä 
puhtaana näytteenoton aikana. 
Korkki avataan ja putkea pidetään 
kädessä vinottain niin, ettei siihen 
pääse tippumaan likaa (kuva). Korkin 
sisäosaan ei saa koskea sormilla, vaan 
se on hyvä pitää alaspäin. 
Maitosuihkeet lypsetään putkeen 
niin, että putki on lähes vaakatasossa. 
Näytteeksi riittää muutama millilitra 
eli noin sentin kerros putken pohjalle. 
Korkki tulee sulkea välittömästi, ettei 
putkeen pääse kontaminantteja. 
Lopuksi putken kylkeen kirjataan lehmän tunnistetiedot, vedin sekä päivämäärä. Näyte laitetaan joko 
jääkaappiin tai näytteen bakteerimäärän lisääntyminen estetään säilöntäainetabletilla (esim. 
bronopol).   
 
Näytteenoton puhtaus vaikuttaa tuloksiin, ja PCR havaitsee herkästi myös vetimen tai lypsäjän iholta 
maitoon joutuneet kontaminanttibakteerit. Vetimien päiden haavaumien ja nirhaumien 
bakteerikasvustot voivat kontaminoida maitonäytteen.  
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